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材料としてヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC : human umbilical vein endothelial cell）（cell 
applications Inc.）を使用した。HUVECを細胞数が 3×10P4P個/wellとなるように 24wellプレ
ート内で Endothelial basal medium(cell applications Inc.)にて培養した。血清濃度を変化させ
る実験では Fatal bovine serum(bio west)を 0%,0.5%,5%となるように DMEM/HG(nacalai 
tesque)に添加した。グルコース濃度を変化させる実験では、DMEM/HG(4.5mg/ml)および
DMEM/ LG(1mg/ml) serum 5%にて HUVEC を培養した。時間経過を観察するために
1h,3h,6h,12h,24hで回収した。全ての実験は passage4-6で行った。 
免疫染色 
 培養した HUVECを 4%PFAで 5min室温で固定し、TBSTで washを行った。0.5% TNB 
blocking bufferで 30min blockingを行い、rabbit anti-FoxO1 antibody(1:500 cell signaling 
technology)と DAPI(1:5000 sigma)を一晩反応させた。TBST で wash を行い、goat cy3 




1． HUVEC用 medium培養下での FoxO1の局在変化 
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図 1．定常状態での FoxO1の細胞内局在およびその分類 



























HUVEC 用 medium で
の培養 1h で核内優位型の
減少が見られ、その後定常状態よりも増加が見られた。全体の時間経過に伴う傾向を見ると、
FoxO1 が核内から減少する期間と増加する期間に分けられ、血清濃度が高いほうが FoxO1 は
核外に出る細胞数が多く、血清濃度が低いほうが FoxO1は核内に入る細胞数が多いと言える。  
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 図 2の controlにおいて 1h後に定常状態よりも核内優位型が減少していたことから、medium 
changeの影響が疑われたため、以下の実験を行って関連性を検討した。 
図 3.medium changeおよび washを行った場合の FoxO1の核内優位型の割
合 
controlではmedium changeを行わず、そのまま培養した。medium change
では medium を新しい HUVEC 用 medium に入れ替えた。wash(+)と
wash(温)ではそれぞれ常温の PBSでの washおよび 37℃に温めた PBSでの
wash を行い、新しい HUVEC用 mediumを入れた。培養後 1h で回収し、
FoxO1の核内優位型の細胞数を定量した。controlと比較すると、washを行
わなかった場合には有意差は見られなかったが、常温の PBSでの washを行
った場合と 37℃に温めた PBS での wash を行った場合では後者で核内優位



























が、これについてはmedium changeの影響が考えられたため、medium changeによる FoxO1
の細胞内局在への影響を確認した (図 3)。medium を変えずに培養し続けた場合と PBS での
申請先学部 医学部保健学科 













していたことについては、まずHUVEC用 medium に含まれる VEGFなどの成長因子による
影響が疑われたが、VEGF の FoxO1 を細胞外に誘導する刺激であることが報告されているた
め、VEGF による影響ではないと考えられる。また、栄養豊富な培地では細胞に対するストレ
















以上のことから HUVEC の FoxO1 は高血清濃度では核外に出やすく、低血清濃度では核に
入りやすいことが示され、低血清濃度は FoxO1を核内に誘導する因子となることがわかった。
またグルコース濃度については、LGがストレスとなり FoxO1が核内に誘導されると想定され
ていたが、LG 環境下でのエネルギー低下による輸送の鈍化の可能性と HG がストレスになっ
ている可能性の双方が考えられ、更なる検討が必要である。 
 
 
